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RESUMO

A evolucao dos sistemas adesivos tem proporcionado melhora significativa na
qualidade do selamento marginal e na durabilidade das restauragdes. Alguns
deles apresentam, além dos mondmeros, solventes e iniciadores, componentes
como fluoretos, particulas de carga e agentes antibacterianos, os quais tem sido
pouco estudados. Este estudo avaliou a morfologia e a resisténcia de uniédo
resina-dentina e a atividade antimicrobiana de 3 sistemas adesivos (Gluma 2Bond,
Clearfil SE Protect e Peak Universal Bond) e atividade antimicrobiana de 6
sistemas adesivos e grupos controles. No estudo de resisténcia da unidao dentina-
restauracao foi utilizada a dentina humana coronaria da superficie oclusal (30
terceiros molares). Os adesivos foram aplicados de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Um bloco de resina composta (6 mm de altura) foi
construido incrementalmente apos a aplicacédo do adesivo, em seguida, os dentes
foram seccionados para a obtencao dos espécimes para microtracéo. O ensaio de
microtracao foi realizado 24 horas apds a confeccao das restauracdes ou apoés 1
ano de armazenamento delas em saliva artificial. Os dados de microtragéo foram
submetidos a analise de variancia (2 fatores) e teste de Tukey 2 fatores (a = 5%).
Para a analise da morfologia da area de unido, os terceiros molares (n=6) foram
preparados de modo semelhante ao estudo de microtracdo, entretanto
seccionados apenas no sentido mésio-distal para possibilitar a visualizacdo da
area de unidao. Na avaliacao da atividade antimicrobiana, foram utilizadas 4

espécies bacterianas facultativas: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
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Lactobacillus casei e Streptococcus mutans. As analises envolveram os métodos
de halo de inibicdo e atividade bactericida por contato, que foram determinadas
para todas as amostras bacterianas. N&o houve diferengca estatistica na
resisténcia de unido entre os adesivos Gluma 2Bond e Peak Universal Bond. O
Clearfil SE Protect apresentou a menor média de resisténcia de unido. Os
adesivos nao apresentaram reducao na resisténcia de unido apés um ano de
armazenamento. Todos os adesivos formaram camada hibrida e tags resinosos no
interior dos tubulos dentinarios, cuja espessura e quantidade, respectivamente,
variaram dependendo do adesivo utilizado. Na analise dos dados do halo de
inibicdo foram empregados os testes de Kruskal Wallis e Dunn (a = 5%). Na
avaliagdo da atividade antimicrobiana somente o Gluma 2Bond n&o apresentou
halo de inibigdo, porém foi bactericida apés 24 horas de contato com o inéculo
para todas as bactérias testadas. O Clearfil SE Protect apresentou halo de
inibicdo, assim como o seu primer sozinho, e foi bactericida para todas as
bactérias testadas em tempos especificos de contato com o inéculo. O adesivo
Peak Universal Bond apresentou halo de inibicdo, quando fotopolimerizado, para
apenas duas bactérias, e nado foi bactericida em nenhum dos tempos testados
para todas as bactérias.

Os resultados sugerem que o adesivo autocondicionante teve menor resisténcia
de unido quando comparado ao Peak Universal Bond, entretanto nao foi
observado reducao da resisténcia de unido apds armazenamento por um ano para
nenhum dos adesivos avaliados. O condicionamento com acido fosférico induz a

formagdo de camada hibrida mais espessa e formagao de grande quantidade de
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tags de resina quando comparado aos adesivos autocondicionantes. O Gluma
2Bond e o Clearfil SE Protect apresentam potencial bactericida, no entanto apenas

o Clearfil SE Protect e o Peak Universal Bond apresentaram potencial inibitorio.
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ABSTRACT

The evolution of adhesive systems have produced significant improvement in
marginal sealing ability and durability of dental restorations. Besides the
monomers, solvents and initiators found in the adhesive systems, components
such as, fluorides, fillers and antibacterial agents may also be found, however
there is still a lack of studies about their role. This study evaluated the morphology,
the dentin bond strength and the antibacterial activity of three different adhesive
systems (Gluma 2Bond, Clearfil SE Protect and Peak Universal Bond). Human
coronal, occlusal dentin was used for bonding and the adhesives were used
according to the manufacturer’s instructions. A composite block was incrementaly
built-up on dentin after adhesive application. Afterwards, teeth were sectioned for
obtaining microtensile specimens. For resin-dentin bonded morphology, the teeth
were prepared similary to the bond strength test methodology. However, teeth
were sectioned in only one direction (mesio-distal) to analyze the dentin-resin
interface. Microtensile Bond strength test was performed after 24 hours or 1 year
after storage in artificial saliva at 37°C. Microtensile data were analyzed by 2-way
ANOVA and Tukey test. All adhesives formed hybrid layer and resin tags, which
varied in thickness and number, respectively, according to the type of material
used. In the antimicrobial activity test, 4 facultative bacteria were used:
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Lactobacillus casei and
Streptococcus mutans. Inhibition Halo and Minimum Bactericidal Concentration

were performed for all the bacterial samples. For halo inhibition data were
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analyzed by Dunn and Kruskal Wallis tests. There was no statistical difference in
bond strength between the Gluma 2Bond and Peak Universal Bond adhesives.
The Clearfil SE Protect showed the lowest bond strength to dentin. Adhesives
showed no reduction in bond strength after one year of storage in human saliva. In
the evaluation of the antimicrobial activity only Gluma 2Bond showed no inhibition
halo, but was bactericidal after 24 hours of contact with the inoculum for all
bacteria tested. The Cleafil SE Protect presented inhibition halo, as well as his
primer, and was bactericidal against all bacterial strains tested at specific times of
contact with the inoculum. The adhesive Peak Universal Bond showed inhibition
halo, when cured, to only two bacteria, and was not bactericidal at any of the times,
for all tested bacteria.

Results suggested that the self-etching adhesive showed the lowest bond strength
mean compared to Peak Universal Bond, however the dentin bond strength of all
the adhesive systems remained stable after the storage for one year. The
phosphoric acid caused the formation of a thicker hybrid layer and higher amount
of resin tags when compared to the self-etching adhesives. Gluma 2Bond and
Clearfil SE Protect exhibit bactericidal potential. The Clearfil SE Protect and Peak

Universal Bond also demonstrated inhibitory potential.
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1. INTRODUCAOQO

Buonocore, em 1955, descreveu a técnica do condicionamento acido do
esmalte, relatando um aumento da resisténcia de unido entre a resina acrilica e o
esmalte dental. O tratamento com acido fosférico produziu microporosidades
nessa superficie, tornando-a mais receptiva a penetracdao da resina (Buonocore,
1955). Do aperfeicoamento daquela técnica derivou-se o condicionamento
simultaneo do esmalte e da dentina, também chamada de “técnica do
condicionamento total” (Bertolotti, 1991 e Fusayama, 1992). A partir disso, os
sistemas adesivos sofreram modificagcbes para atuar numa dentina condicionada
com acido fosfoérico, pois ao contrario do esmalte, a dentina apresentava-se com
reducdo da energia de superficie e fibrilas coldgenas em meio umido
(Nakabayashi et al., 1991; Swift Jr et al., 1997; Van Meerbeek et al., 1998;
Giannini et al., 2008).

Os adesivos autocondicionantes dispensam a técnica do condicionamento
com acido fosforico da dentina, a remocgao do acido com agua e o controle da
umidade da superficie pos-condicionamento. Esses adesivos dissolvem
parcialmente o conteudo mineral da dentina e infiltram-se no substrato,
hibridizando o mesmo. As vantagens sao a simplificacdo da técnica de aplicagéo
do adesivo e a reducdo da taxa de sensibilidade dental pés-operatéria (Van
Meerbeek et al., 1998; Reis et al., 2007).

Independente do tipo de adesivo, eles tem a funcado de formar uma uniao

efetiva e duradoura, selando o substrato. Sabe-se que falhas na unido provocadas



pela contragdo de polimerizagdo ou pela degradagcdo dos adesivos levam a
formagdo de fendas marginais (Carvalho et al., 1996; Meira et al., 2007).
Dependendo das condigdes orais, como a presenca de biofiilme e consumo de
agucares fermentaveis, pode-se iniciar uma lesao recorrente (Bowen & Pearson,
1992; Lingstrom et al., 2000) a partir da parede cavitaria. As caries secundarias
sd0 a maior causa de substituicdo de restauragdes (Kidd, 2001).

A unido aos tecidos dentais e a sua durabilidade, que garantem o
selamento do substrato sdo relacionadas basicamente aos mondémeros resinosos
infiltrados e polimerizados nos tecidos dentais. Além desses mondmeros
resinosos, outros componentes, como fluoretos, brometo (no monémero MDPB),
glutaraldeido e clorexidina podem estar presentes na composi¢do dos adesivos e
estdo indiretamente relacionados a maior durabilidade da unido (Van Landuyt et
al., 2007, Pinto et al., 2009; Pinto et al.,, 2010). Alguns desses componentes
possuem potencial antimicrobiano e sido importantes nas diversas areas da
Odontologia, como a Cariologia, Dentistica Restauradora, Periodontia e
Endodontia.

Os fluoretos sao encontrados em muitos sistemas adesivos, enquanto que,
o brometo estd exclusivamente presente junto ao mondmero 12-
metacriloiloxidodecilpiridinio brometo (MDPB) (Shinohara et al., 2006; Pinto et al.,
2010). A introducédo do fluor esta relacionada com a importancia desse
componente durante os processos de desmineralizacdo e remineralizaciao
(Featherstone et al., 1986; Pinto et al., 2009), entretanto, também tem sido

considerado um elemento com potencial antibacteriano (Shinohara et al., 2006). O



radical brometo foi inserido na molécula do monédmero do adesivo com a finalidade
de atuar como componente antibacteriano. Este efeito antibacteriano ocorre
através da desinfeccdo da cavidade e da inativagdo da bactéria (Imazato et al.,
1994; Imazato et al., 2001; Imazato, 2003; Imazato et al., 2006).

O glutaraldeido é encontrado em alguns adesivos (Gluma/Heraeus,
Syntac/Vivadent e ProBond/Dentsply) numa concentragdo n&do maior que 5%. Ele
tem forte atividade antibacteriana e ¢€é também utilizado como agente
dessensibilizante (Felton et al., 1898; Schupbach et al., 1997; Meiers & Miller,
1996; Imazato, 2003; Arrais et al., 2004). O digluconato de clorexidina tem sido
indicado como agente de limpeza cavitaria e como inibidor de enzimas que
degradam o conteudo organico da dentina. Esse componente pode estar presente
na composicdo do adesivo ou utilizado no pds-condicionamento acido e
previamente a aplicagdo do adesivo (Perdigao et al., 1994; Carrilho et al., 2007;
Breschi et al., 2010; Hiraishi et al., 2009; Hiraishi et al., 2010a; Hiraishi et al.,
2010b). A clorexidina tem sido utilizada na terapia Endododntica e na Periodontia,
com funcio antibacteriana. Na Endodontia é utilizada no preparo biomecanico dos
canais radiculares, como solugao irrigadora e na fase de medicagao intracanal
(Sena et al., 2006; Ferraz et al.,, 2007; Gomes et al., 2009), enquanto na
Periodontia € usado no controle quimico do biofilme dental (McKenzie et al., 1992;
Pannuti et al., 2003).

A incorporagdo de agentes antimicrobianos parece trazer beneficios aos
procedimentos restauradores (Shinohara et al., 2006; Carrilho et al., 2007).

Entretanto, pouco se sabe sobre possiveis interferéncias nas propriedades fisicas



dos sistemas adesivos e se mesmo apdés a polimerizagdo, esse efeito
antimicrobiano continuaria atuando. Além disso, por estarem presentes numa
formulagcdo que contem monémeros adesivos e outros componentes, existe falta
de informacgdes a respeito da atividade antimicrobiana dessas composi¢des dos

adesivos.



2. REVISAO DE LITERATURA

Os adesivos contemporaneos podem ser classificados como sendo de um,
dois ou trés passos clinicos, ou ainda de acordo com a sua estratégia de adesao:
condicionamento  “total” (condicionamento  prévio ou separado) ou
autocondicionante (Van Meerbeek et. al.,, 2003). Essa divisdo ocorreu em funcgao
da evolucao dos adesivos dentinarios. A principal evolugao significativa se deu
com Buonocore, em 1955, que revolucionou a Odontologia Restauradora com o
condicionamento do esmalte com acido fosférico a 80%, promovendo uma maior
adesdo da resina acrilica por embricamento mecanico dos mondémeros nas
porosidades criadas pelo ataque acido.

Os adesivos dentinarios, chamados de primeira e segunda geracao (entre
1960 e 1970), tinham como conceito principal a unido quimica a dentina e a smear
layer (lama dentinaria). Porém, essa unidao nao foi efetiva, pois apresentava baixa
resisténcia de uniao e hoje ndao sao mais encontrados no mercado.

Outro grande marco da Odontologia Adesiva foi quando Fusayama et al.,
em 1979, sugeriu o condicionamento acido da dentina, com remocao integral da
lama dentinaria e abertura da embocadura dos tubulos dentinarios. Isso
possibilitou, segundo Nakabayashi et al., em 1982, a infiltracdo da resina adesiva
entre as fibrilas de colageno (formacdo da camada hibrida) e nos tubulos
dentinarios formando os “tags” de resina.

Os adesivos de condicionamento total podem ser de dois ou trés passos.

Os de trés passos clinicos constituem em: condicionamento com acido fosforico,



aplicagao de um primer hidréfilo e por fim, de uma resina hidréfoba. Ja os de dois
passos, o primer e a resina se encontram em um unico frasco. Os adesivos
autocondicionantes podem ser de dois ou somente um passo, sendo que os de
dois passos possuem um primer acido € uma resina adesiva mais hidréfoba. Ja
nos passo unico existe uma combinacdo de todos os componentes na solucéo
adesiva (Arrais & Giannini, 2002, De Munck et al., 2005, Sarr et al., 2010, Van
Landuyt et al., 2007).

Os sistemas de condicionamento total requerem alguns passos, dentre eles
estdo o condicionamento, a lavagem e a aplicagdo de um primer, afim de permitir
a permeacgao entre as fibrilas colagenas pelos mondmeros e assim formar a
chamada camada hibrida. A desmineralizagdo da dentina intertubular e a
manutencdo da porosidade interfibrilar € necessaria para a penetragcdo do
mondmero na dentina (Nakabayashi et al., 1992, Reis et al., 2005, Albaladejo et
al., 2010).

A partir dos estudos de Nakabayashi em 1992, duas estruturas passaram a
ser descritas constantemente nos estudos que avaliam a morfologia da area de
unido. As estruturas de camada hibrida e formagao de tags de resina no interior
dos tubulos dentinarios, sdo os dois principais mecanismos que representam a
unido dos adesivos a dentina. Ambas as estruturas podem apresentar variagdes
morfoldgicas e funcionais dependendo da categoria de adesivo utilizado.

A evolugao dos adesivos, além de promover uma melhora na resisténcia de
unido, também tem a tendéncia de diminuir os passos clinicos e assim diminuir o

tempo clinico necessario para realizar uma restauragcdo. Porém, mesmo os



adesivos com bons resultados de resisténcia de unido ainda apresentam uma
deficiéncia no selamento da interface adesiva (Carvalho et al., 2012; Catanhede
de Sa et al., 2012)

O pré-requisito para o sucesso das restauracoes € o completo selamento
da interface adesiva (Imazato et al., 2003). As falhas na unido provocadas pela
contragao de polimerizagdo ou pela degradacdo dos adesivos levam a formagao
de fendas marginais (Carvalho et al., 1996; Meira et al., 2007, Reis et al., 2010),
por onde ocorre a infiltragdo das bactérias entre as margens da cavidade e o
material restaurador (Shinohara et al., 2006, Shinohara et al., 2009, Imazato et al.,
2003). Dependendo das condigdes orais, como a presenga de biofilme e consumo
de acucares fermentaveis, pode-se iniciar uma lesdo recorrente a partir dessas
fendas (Bowen & Pearson, 1992; Lingstrom et al., 2000) na parede cavitaria. As
caries secundarias sao uma das principais causas de substituicao de restauracdes
(Fontana & Gonzales-Cabezas, 2000, Kidd et al.,1992, Kidd, 2001) e, por esse
motivo, a introducédo de agentes antimicrobianos nos sistemas adesivos pode ser
uma alternativa para a prevenc¢ao da carie recorrente, impedindo a colonizagao € o
crescimento bacteriano, assim como a producédo de seus acidos causadores da
desmineralizag&o dental.

Hoje muito se fala em Odontologia Minimamente Invasiva (Tyas, Anusavice
& Frencken, 2000), que compreende a minima remogao do tecido dental sadio, ou
a remocgao parcial do tecido cariado. Quando ha a remoc¢ao parcial do tecido
cariado pode haver a manutengao de bactérias residuais na cavidade (Imazato S,

et al.,, 2006). Os adesivos dentinarios com antimicrobianos podem ser uma



alternativa para a descontaminacdo dessa cavidade. Além disso, eles podem
impedir a formacdo de uma nova lesédo cariosa na area de unido e o resultado
seria um aumento da longevidade da restauracéo de resina composta (Esteves et
al., 2010).

Portanto, além da diminuigdo dos passos clinicos € melhora na resisténcia
de unido, a evolucdo dos adesivos, atualmente, também pode ser focada na
inclusdo de agentes que inibam o processo da recorréncia da carie, que pode
melhorar a longevidade clinica das restauragcbes e evitar a perda de substrato
dentinario.

Uma das substancias ja adicionada ao adesivo dentinario € a clorexidina
(Peak Universal Bond — Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, EUA). A
clorexidina tem um amplo espectro de ag¢ao contra as bactérias aerdbias e
anaerobias. Ela apresenta uma maior atividade contra as bactérias Gram-positivas
do que as Gram-negativas (Athanassiadis et. al., 2007).

A clorexidina € uma molécula hidréfoba e lipofilica que se dissocia em
solugdes para formar cargas iGnicas positivas que interagem com os fosfolipideos
e lipopolissacarideos na membrana celular da bactéria, e assim entra na célula
através de um mecanismo de transporte ativo ou passivo. A sua eficacia se deve a
interagdo da sua carga positiva com a carga negativa do grupo fosfato na parede
celular microbiana, alterando o equilibrio osmético celular. Essa alteracdo no
equilibrio permite a entrada da clorexidina na célula bacteriana (Mohammadi &

Abbott, 2009).



A estabilizagdo da clorexidina se da através de um sal. O mais comumente
utilizado em Odontologia € o digluconato de clorexidina, que € um sal soluvel em
agua e que se dissocia liberando o componente de carga positiva. Em baixa
concentragao (0,2%), substancias de baixo peso molecular (potassio e fosforo)
sdo extravasadas da bactéria. Ja em altas concentragdes (2%) a clorexidina é
bactericida e, por precipitacdo do conteudo citoplasmatico, ocorre a morte celular
(Athanassiadis et. al., 2007).

Para Carrilho et al. (2007), apés 14 meses, a dentina quando tratada com
clorexidina apds o condicionamento acido exibiu resisténcia de unido e outras
propriedades similares aquelas apresentadas 24 horas apds a confeccdo das
restauracdes. Assim, a clorexidina nao reduz a resisténcia de unido e nao altera a
morfologia da camada hibrida, devendo ser utilizada ap6s o condicionamento
acido para evitar a degradagao precoce da camada hibrida. O papel da clorexidina
seria inibir as metaloproteinases (Carrilho et al., 2007, Liu et al., 2011).

O digluconato de clorexidina a 0,5% e a 2% utilizado antes da aplicagdo do
sistema adesivo ndo resulta em reducao da resisténcia de unido imediata quando
comparada ao grupo controle (sem aplicagao da clorexidina) (Breschi et al., 2009).
A clorexidina, por apresentar atividade antibacteriana de amplo espectro de acao,
tem sido normalmente utilizada nas cavidades dentinarias e nos canais infectados,

antes da restauracao ou da inser¢cdo do material obturador (Hiraishi et al., 2010).

Outra evolucdo nos adesivos dentinarios foi adicdo do mondmero

antibacteriano 12-metacriloiloxidodecilpiridinio brometo (MDPB) (Figura 1). Esse



mondmero é encontrado no primer do Clearfil SE Protect (Kuraray Medical Inc.,
Kurashiki, Japao). O MDPB é um analogo de um potente bactericida, o CPC
(Cloreto de Cetilpiridinio), sintetizado a partir do dodecil piridinio (Imazato, 2009).
De acordo com Imazato et al. (2006), sua acédo antimicrobiana se deve ao fato de
ser catidbnico e hidréfobo, ligando-se aos componentes da parede celular
bacteriana e causando um disturbio na funcdo da membrana e,
subsequentemente, induzindo ao extravasamento do material citoplasmatico. A

figura abaixo mostra a cadeia molecular do MDPB.

/ CH3;

CH2=(‘\
C0O0O-CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,-N* Br
\ J S— I
Y o~
Grupo polimerizador Grupo antibacteriano

Figura 1. Monémero 12-metacriloiloxidodecilpiridinio brometo (MDPB).

Quando as bactérias invadem as fendas na interface adesiva, elas entram
em contato com o adesivo polimerizado (Imazato, 2003). Segundo Imazato, é
possivel que os adesivos que contem o mondmero MDPB possam inibir o
crescimento das bactérias que invadiram essa fenda e inibir a infiltragao
bacteriana, mesmo quando o selamento marginal ndo esta completo ou foi

degradado apoés a restauracao.
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O monbmero MDPB n&o polimerizado possui uma forte atividade
antibacteriana (Imazato et al.,, 1999, Pashley et al., 2011). A incorporagdo do
primer MDPB demonstrou efeito bactericida antes de ser polimerizado, indicando a
possibilidade de matar as bactérias residuais na cavidade preparada (Imazato et
al., 1997). O primer polimerizado pode mostrar inibicado do crescimento bacteriano,
que esteve em contato com a superficie (Imazato et al., 1998). Portanto, segundo
Imazato et al. (2003), a incorporacado do MDPB no sistema adesivo € considerado
efetivo, possibilitando um efeito antibacteriano, mesmo apds polimerizado, contra

as bactérias invasoras.

O primer do adesivo Clearfil SE Protect (Kuraray), que contem o monémero
MDPB, tem demostrado apresentar alta resisténcia de unido ao esmalte e a
dentina. Uma vez que o MDPB pode ser polimerizado e imobilizado no polimero, a
interface adesiva do Clearfil SE Protect é considerada estavel mesmo apés longo
tempo clinico (Donmez et al., 2005, Imazato et al., 2006). O primer polimerizado
produziu inibicdo do crescimento bacteriano na sua superficie (Imazato et al,

2006).

O adesivo Gluma 2Bond (Heraeus Kulzer, Hanau, Alemanha) possui em
sua formulagdo o componente glutaraldeido. O glutaraldeido tem um amplo
espectro de atividade contra as bactérias e seus esporos, fungos e virus. Os
relatos de sua acdo antimicrobiana datam desde 1964 (Gorman et al., 1980).
Estudos posteriores confirmaram sua acido bactericida e esporicida. Esses

estudos demostraram uma ligagao forte do glutaraldeido com a camada externa
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dos microrganismos como Escherichia Coli e Staphylococcus aureus, inibigado do
transporte nas bactérias gram-positivas, inibicdo da atividade desidrogenase e das
enzimas periplasmaticas, inibicdo do RNA, DNA e sintese protéica (Mc Donnell &

Denver Russel, 1999; Gorman & Scott, 1977; McGucken & Woodside, 1973)

O mecanismo de acgao do glutaraldeido envolve uma forte associagdo com
a camada externa da célula bacteriana, especificamente com aminas nao
protonadas na superficie celular, possivelmente representando os locais reativos.
Nas bactérias gram-positivas e gram-negativas ndo esporuladas ha uma forte
associagao com a camada externa por meio de ligagbes com o grupamento amina
nas proteinas e inibicdo do processo de transporte intracelular (Mc Donnell &
Denver Russel, 1999). Tem sido relatado, também, que o glutaraldeido pode
modificar a estrutura das fibrilas colagenas e melhorar sua resisténcia a

degradacgdo, assim como a sua estabilizacao (Fang et al., 2012).

O glutaraldeido tem sido adicionado ao sistema adesivo desde 1984, com a
finalidade de impedir a infiltracdo bacteriana nas fendas da interface produzida
pela contragédo da resina composta (Munksgaard & Asmussem, 1984, Fraga et al.,
1996). Em 1989, Felton et al., apds tratar as cavidades com o Gluma contendo
glutaraldeido, observou que ndo havia crescimento bacteriano na cavidade
interface/restauragcdo. O glutaraldeido reduz a permeabilidade dentinaria e ao

mesmo tempo desinfeta a dentina (Ritter et al., 2001, Stawarczyk et al., 2011).
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O primer do Gluma autoadesivo exibiu zonas de inibicdo comparaveis a
solugdo de clorexidina a 0,2% (Emilson & Bergenholtz, 1993). Quando se compara
o Gluma com e sem glutaraldeido, observa-se pouca diferenga na atividade
antibacteriana entre os dois adesivos. Isso sugere que o glutaraldeido, conhecido
pela sua propriedade desinfetante, pode exibir um efeito antibacteriano transitorio,
ou seu efeito pode ser suprimido por outros componentes do adesivo apos

polimerizacao e envelhecimento (Walter et al., 2007).
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3. PROPOSICAO

Este estudo in vitro teve como objetivo geral: (1) avaliar a unido entre o tecido

dentinario e trés adesivos/resina composta e (2) analisar a atividade

antimicrobiana desses sistemas adesivos.

Os objetivos especificos foram:

Avaliar a resisténcia de unido restauracao-dentina de trés sistemas
adesivos, 24 horas ap6s a confecgcdo das restauracées ou apos
armazenamento por 1 ano em saliva artificial, utilizando o ensaio de
microtracdao. Adicionalmente, os tipos de padrao de fratura foram
classificados para cada adesivo utilizado.

Observar a area de uniao dentina-sistema adesivo-restauragao, utilizando
microscopia eletrénica de varredura (MEV);,

Mensurar as zonas de inibicdo microbianas (4 espécies bacterianas
facultativas) formadas pela aplicagdo dos adesivos odontoldgicos e grupos
controles.

Determinar a atividade bactericida por contato para os trés sistemas

adesivos e grupos controles (4 espécies bacterianas facultativas).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento Experimental:

Este projeto compreende 4 analises e/ou ensaios, que empregaram as
seguintes metodologias: (1) Ensaio de resisténcia de uniao por microtracao, (2)
Analise da interface dentina-sistema adesivo (MEV) (3) Determinacéo do halo de
inibicao, (4) Determinacao da atividade bactericida por contato.

No estudo de Resisténcia de Unido foram utilizados dentes humanos e,
portanto submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP (Processo
139/2010) (Anexo 1). Neste estudo foram utilizados um total de 36 terceiros
molares, sendo 30 (n=10) para o estudo de microtracéo e 6 (n=2) para o estudo da
morfologia da area de unidao dentina-resina. Os grupos experimentais foram
aleatoriamente divididos em:

* Grupo 1: Adesivo Gluma 2Bond (Heraeus Kulzer, Hanau, Alemanha).
* Grupo 2: Adesivo Clearfil SE Protect (Kuraray Medical Inc., Kurashiki,

Japao).

* Grupo 3: Adesivo Peak Universal Bond (Ultradent Products Inc., South

Jordan, UT, EUA).

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos adesivos e o
comportamento antibacteriano desses materiais odontolégicos os seguintes

microrganismos foram utilizados:
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» Bactérias facultativas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus

faecalis (ATCC 29212), Lactobacillus casei (ATCC L324M) e Streptococcus

mutans (ATCC 25175).

As composicdes dos sistemas adesivos (Figura 2) testados neste estudo

estdo presentes na Tabela 1 e as instrugdes dos fabricantes estdao descritas na

Tabela 2.

Tabela 1. Composicao dos materiais.

Material

(classificagao)

Composi¢ao (numero de Lote)

Gluma
2Bond

(convencional®)

Condicionador: acido fosférico 35% (Lote n° 268475C).
Adesivo: etanol, 2-hidroxietii metacrilato, poli (acido
metacrilico-oligo-acrilico), acido 4-metacriloxietiltrimelitico
anidrido, glutaraldeido (Lote n° 010031).

Clearfil SE Protect

(autocondicionante)

Primer:  2-hidroxietii metacrilato, 10-metacriloiloxidecil
dihidrogénio fosfato, 12-metacriloiloxidodecilpiridino brometo,
dimetacrilato hidréfilo alifatico, agua, iniciadores, corantes
(Lote n° 00087A).

Bond: bisfenol A diglicidilmetacrilato, 10-metacriloiloxidecil
dihidrogénio fosfato, dimetacrilato hidréfilo alifatico, silica
coloidal, 2-hidroxietii metacrilato, fluoreto de sddio,

canforoquinona, iniciadores (Lote n° 00143A).

Peak Universal
Bond
(autocondicionante

e convencional®)

Condicionador: acido fosférico 35% (Lote n° 268475C).
Adesivo: Etanol, 2-hidroxietil metacrilato, acido metacrilico,
clorexidina (Lote n° 0063).

* Convencional: adesivos utilizados com condicionamento acido separado e

técnica umida.
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Tabela 2. Instrugdes dos fabricantes para aplicacao dos adesivos.

Material Instrugcoes do fabricante

Condicionar esmalte e dentina com acido fosforico (dentina
Gluma 2Bond umida).

Aplicar o adesivo e deixar por 15 s.

Aplicar um leve jato de ar.

Fotoativar por 20 s.

Aplicar o primer e deixar agir por 20 s.
Clearfil SE Protect Aplicar um leve jato de ar.

Aplicar o bond.

Aplicar um leve jato de ar.

Fotoativar por 10 s.

Técnica de condicionamento com acido fosférico:
Peak Universal  Condicionar esmalte e dentina com acido fosférico (dentina
Bond umida).
Aplicar o adesivo por 10 s.
Aplicar um leve jato de ar por 10 s.
Fotoativar por 10 s (ou 20 s para luzes com intensidade <
600mW/cm?)

A

0 ° -
T T
[ . ]

| — CLEARFIL SE

Guma (5 Protect
| tect BOND 5§
‘ v .
‘ - Sy 3
b .

Figura 2. Adesivos contendo antimicrobianos. (A) Gluma 2Bond. (B) Clearfil SE
Protect. (C) Peak Universal Bond.
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4.2. Resisténcia de Uniao (Teste de Microtragao):

Para o ensaio de resisténcia de unido, dois foram os fatores em estudo:
Sistemas Adesivos (3 tipos) e Tempo da Avaliagao (dois tempos: 24 horas e 1
ano). Foram utilizados para esta parte do projeto 30 terceiros molares humanos.
Os dentes foram submetidos a raspagem manual com cureta periodontal (Duflex,
SS White, Juiz de Fora, MG, Brasil) para remog¢ao de debris orgénicos e polidos
com taga de borracha (KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil) e pasta de pedra-pomes
(SS White, Juiz de Fora, MG, Brasil) e agua. Em seguida, esses dentes foram
armazenados em agua destilada até o momento da sua utilizagéo.

O estudo da resisténcia de unido dos adesivos/resina utilizou a metodologia
de microtragdo descrita por Sano et al. (1994) e modificado por Shono et al.
(1999). Inicialmente, os dentes tiveram o esmalte oclusal removido com disco
diamantado (Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA) para a exposi¢do da superficie
dentinaria numa profundidade média em relacdo a polpa. As superficies
dentinarias foram abrasionadas com lixas de carbeto de silicio (granulagdo 600),
sob refrigeracdo com agua durante 10 segundos, para padronizagdo da smear
layer e planificagdo do substrato dentinario. Em seguida, os dentes foram
aleatoriamente divididos em trés grupos experimentais (n=10), que correspondem
aos adesivos testados. Os espécimes foram testados apds 2 tempos de
armazenamento: 24 horas e 1 ano.

O condicionamento com acido fosférico foi realizado previamente a
aplicagdo dos adesivos convencionais: Gluma 2Bond e Peak Universal Bond.

Apds a aplicagao e a fotoativacdo dos agentes de unido, a resina composta na cor
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A2 (Filtek Supreme, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) foi inserida na superficie
dentaria tratada pelo adesivo. Foram aplicadas 3 camadas de resina (para facilitar
a fixagdo do espécime no dispositivo de microtragdo), com incrementos de 2 mm
de espessura e fotoativados por 20 segundos cada, formando um bloco de
composito de aproximadamente 6 mm de altura (Figura 3). Nos procedimentos
restauradores, os adesivos e a resina composta foram utilizados de acordo com as
recomendagdes dos respectivos fabricantes e fotopolimerizados com aparelho de
lampada halégena (600mW/cm?) Optilux 501 (Demetron/Kerr Corp., Orange, CA,
EUA). A intensidade da luz emitida pelo aparelho foi verificada periodicamente
com radidmetro (Demetron). Os dentes restaurados foram mantidos em 100% de
umidade a 37 °C por 24 horas.

Em seguida foram realizadas seccgbes vestibulo-linguais e mésio-distais,
perpendiculares a interface de unido dos dentes restaurados (Figura 4). Para as
secgdes foi utilizado um disco de alta concentracdo de diamante (Buehler Ltd.,
Lake Bluff, IL, EUA), obtendo-se no minimo de 6 a 8 espécimes por dente, com o
formato de paralelepipedos ou “palitos”, com area na secg¢ao transversal de
aproximadamente 1,0 mm? Metade do numero de palitos (3 a 4) foram
armazenados por 24 horas e a outra metade armazenados em saliva artificial por
1 ano a 37 °C, em tubos “eppendorfs”, até o momento do ensaio de microtragéo.

As amostras ndo foram submetidas a esforcos mecanicos para evitar
fraturas precoces, entretanto, foram armazenados com dentina exposta pelos
quatro lados dos espécimes, com a finalidade de acelerar a degradagéo da unido

(Reis et al., 2008). O armazenamento por 1 ano foi feito em solugdo com pH

19



neutro de saliva artificial para ndo provocar desmineralizagdo ou qualquer tipo de
dano aos espécimes restaurados, visando apenas o efeito do armazenamento e
da degradacéo hidrolitica a 37 °C. A saliva foi substituida a cada 2 semanas com a
finalidade de evitar a formagao de fungos, colonizagdo de bactérias e evitar o uso
de agentes antimicrobianos, os quais poderiam interferir nos resultados desta
pesquisa. A opg¢ao pelo armazenamento dos “palitos”, ao invés dos dentes
restaurados, se deve ao fato de que existe a possibilidade de perda da amostra
restaurada (armazenada por 1 ano) durante a secgéo para obtengao dos “palitos”.
O deslocamento das restauragdes poderia causar a perda do trabalho se algum
material apresentasse baixa resisténcia de unido apds o armazenamento.

Os espécimes foram testados em um dispositivo para microtracdo acoplado
a uma maquina universal de ensaio (EZ Test, Shimadzu Corp., Toéquio, Japao).
Cada espécime foi fixado com cola a base de cianoacrilato (Super Bonder,
Henkel/Loctite) nas garras especificas do dispositivo de microtragdo e testados
sob velocidade constante de 0,5 mm/min até o momento da fratura do espécime
(Figura 5). O valor da carga para ruptura da unido em quilogramas-forga (Kgf) foi
registrado e a resisténcia de unido dos grupos calculada em MegaPascal (MPa) a
partir da area de seccao transversal dos espécimes, que foi mensurada com
paquimetro digital (Starrett 727-2001, Itu, SP, Brasil). A média por grupo foi

calculada a partir da média dos espécimes por dente.
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Apods analise exploratéria dos dados foi aplicada analise de variancia “2
way” e teste de Tukey, considerando o nivel de significancia de 5% (Fatores:

Adesivo e Tempo de armazenamento) (Anexo 2).

Figura 3. (A) Primeiro incremento Figura 4. (A) Dente seccionado
de resina composta (2 mm). (B) para obtencdo dos espécimes
Trés incrementos de resina no formato de palito. (B)
composta (totalizando 6 mm). espécimes no formato de palito.

Figura 5. (A) Espécime fixado no
dispositivo de microtracdo. (B)
dispositivo acoplado a EZ-Test.

4.3. Analise do Padrao de Fratura dos Espécimes Testados:

As superficies envolvidas na fratura de cada espécime foram analisadas em

MEV para classificacdo quanto ao padrao de fratura. Os espécimes fraturados
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(Figura 6) foram fixados com resina composta fotopolimerizavel em stubs
metalicos, mantendo as areas envolvidas nas fraturas voltadas para cima (Figura
7). Em seguida, esses fragmentos foram metalizados (Bal-Tec SDC 050 Sputter
coater / Balzers-Liechtenstein) e observados em MEV (JSM 5600LV, Jeol, Toquio,
Japao) com aumentos entre 100x e 2.000x.

A classificagdo do padrao de fratura foi realizada segundo as estruturas

envolvidas:

Tipo 1: falha coesiva na resina composta;
o Caracterizada pela presenca de resina composta nas duas
superficies envolvidas.
* Tipo 2: falha adesiva entre a resina composta e o0 agente de uniao;

o Caracterizada pela presenca da resina composta em uma superficie
e 0 adesivo recobrindo a dentina na outra superficie.

* Tipo 3: falha adesiva entre a superficie dentinaria e o agente de uniao;

o Caracterizada pela presenca de resina composta recoberta pelo
adesivo em uma superficie e pela exposi¢cao dos tubulos dentinarios
na outra superficie.

* Tipo 4: falha mista;
o Caracterizada pela exposicdo da superficie dentinaria, do adesivo e
pela presenca da resina composta.

* Tipo 5: falha coesiva no sistema adesivo;
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o Caracterizada pela presenca do adesivo em ambas as superficies,
com aspecto semelhante a “escamas’.
* Tipo 6: falha coesiva na camada hibrida;
o Caracterizada pela presenca de tags de resina nos tubulos
dentinarios.
* Tipo 7: falha coesiva na dentina.

o Caracterizada pela presenca de dentina em ambas as superficies.

Para que o padrao fosse considerado nao misto, 70% ou mais do tipo de

padrao especifico deveria estar presente na superficie avaliada.

Figura 6. Amostra fraturada apés o  Figura 7. Amostras testadas e
teste de microtragao. montadas  em stub para
visualizacao em MEV.

4.4. Analise da Area de Unido Dentina-Sistema Adesivo:
Para a analise da area de unido dentina-sistema adesivo, 6 dentes tiveram
o esmalte oclusal removido com disco diamantado (Buehler Ltd., Lake Bluff, IL,

EUA), para a exposicdo da superficie dentinaria numa profundidade média em
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relacdo a polpa. As superficies dentinarias foram abrasionadas com lixas de
carbeto de silicio (granulagdo 600), sob refrigeracdo com agua durante 10
segundos, para padronizagdo da smear layer e planificagdo do substrato
dentinario. Em seguida, os dentes foram aleatoriamente divididos em trés grupos
experimentais (n = 2), que correspondem aos adesivos testados.

O condicionamento com acido fosférico foi realizado previamente a
aplicagao dos adesivos convencionais: Gluma 2Bond e Peak Universal Bond.
Apds a aplicagao e a fotoativagdo do agente de unido, apenas um incremento da
resina composta foi inserido na superficie dentaria tratada pelo adesivo, e
fotoativada por 20 segundos. Os adesivos e a resina composta foram utilizados de
acordo com as recomendacdes dos respectivos fabricantes e fotopolimerizados
com aparelho de lampada halégena (600mW/cm?) Optilux 501 (Demetron/Kerr
Corp., Orange, CA, EUA). Para cada adesivo foi utilizado uma resina composta do
mesmo fabricante: Charisma Opal (Heraeus Kulzer, Hanau, Alemanha), Clearfil
Majesty (Kuraray Medical Inc., Kurashiki, Japdo) e Amelogen Plus (Ultradent
Products Inc., South Jordan, UT, EUA). Os dentes restaurados foram mantidos em
100% de umidade a 37 °C por 24 horas.

Em seguida, os dentes foram seccionados ao meio com um disco de alta
concentragdo de diamante (Buehler Ltd.), com um corte no sentido mesio-distal.
Essas metades foram incluidas em resina acrilica (Figura 8) para facilitar o
polimento e a desidratacdo dos espécimes. A interface adesiva permaneceu livre
de resina acrilica para possibilitar o polimento e a desidratacdo, assim como a

visualizacdo em MEV. Para o polimento, os espécimes incluidos em resina
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passaram por uma sequéncia de lixas: 30 segundos em lixa de carbeto de silicio
granulagdo 600, 5 minutos em lixa de carbeto de silicio granulagdo 1200 e 10
minutos em lixa de carbeto de silicio granulagdo 2000 (Figura 9). Entre as lixas e
apos a ultima granulagdo os espécimes foram levados a uma cuba ultrassénica,
por 12 min e 20 min respectivamente, para a remogédo dos debris gerado pelo
polimento.

Apods a sequéncia de lixas, os espécimes foram polidos com feltros e pastas
diamantadas (Arotec S.A. Industria e Comércio, Cotia, Sdo Paulo, Brasil). As
pastas foram utilizadas com os seus respectivos feltros na seguinte sequéncia: 6
pm, 3 um, 1 ym e % pym. Para a remogao dos residuos, os espécimes foram
levados a cuba ultrassbnica por 12 min, com agua destilada, entre cada
granulagao das pastas, e por 20 min apés a ultima pasta. Apos o polimento, foi
aplicado acido fosférico a 50% nas amostras por 5 segundos, lavados em agua
corrente por 15 segundos, aplicado hipoclorito a 10% por 10 minutos e, em
seguida, mantidos em agua destilada em uma cuba ultrassénica por 30 minutos.

Para a desidratagdo, os espécimes foram colocados em etanol seguindo o
protocolo: etanol 25% por 20 minutos, etanol 50% por 20 minutos, etanol 75% por
20 minutos, etanol 95% por 30 minutos e etanol 100% por 60 minutos (Figura 10).
Para a fixagao foi utilizado o HMDS (que promove suporte estrutural por ligagdes
cruzadas com as proteinas) por 10 minutos. Apds o protocolo de desidratagéo, os
espécimes foram mantidos em temperatura ambiente por 24 horas antes da

metalizagdo com ouro (Bal-Tec SDC 050 Sputter coater, Balzers, Liechtenstein)
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(Figura 11) para a visualizagdo em MEV (JSM 5600LV, Jeol, Téquio, Japao) com

aumentos de 500x e 1000x.

Figura 8. Amostra seccionada Figura 9. Polimento  da
20 meio e incluida em resina amostra incluida em resina.

acrilica com a interface adesiva

livre de resina.

Figura 10. Amostras colocadas Figura 11. Amostra metalizada
em um Becker para sequéncia apos o) polimento e
de desidratacao. desidratacao.

4.5. Halo de Inibicao:

Para a leitura dos halos de inibicdo de crescimento microbiano foi realizado
0 método classico de difusdo radial em agar com algumas modificacées (método
da camada dupla para os microrganismos facultativos) (Figura 12). Os organismos

foram subcultivados em placas de BHIA (Brain Heart Infusion Agar) sangue
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(Figura 12 A) e incubados de 18 a 24 horas a 37°C em 10% de CO; (estufa de
COg, Jouan GmbH, Saint-Herblain, Francga).

Apds crescimento em meio solido, colbénias isoladas dos microrganismos
foram suspensas em tubos contendo 5 mL de BHI (Figura 12 B). Apds agitagao
mecéanica, a densidade Oéptica foi ajustada em espectrofotdbmetro com
transmitancia de 530nm, até atingir a concentragédo equivalente a 0,5 da escala de
Mc Farland (1.5 x 10® bactéria/mL). Tal concentracdo de indculos foi utilizada por
promover crescimento semi-confluente de todos os microrganismos testados (Koo
et al., 2000).

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos adesivos testados frente as
bactérias foram utilizadas placas de 150 mm de didmetro por 20 mm de altura.
Inicialmente, foram preparadas as placas contendo 40 mL de MHA (Mueller Hinton
Agar, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Alemanha) que serviram de base
(Figura 12 D) para a camada de in6culo (seed) (Figura 12 E), que foi preparada
em seguida. Quarenta mL de BHIA foram preparados e autoclavados em frascos
de vidro com tampas rosqueaveis. Durante o processo de resfriamento, quando o
BHIA atingiu 45°C, ainda em estado liquido, se adicionou 400 uL do indculo
microbiano e se promoveu agitacdo uniforme do conjunto. O BHIA passou a ter,
portanto, 1% de indculo microbiano (Figura 12 C), que foi distribuido sobre a
camada sélida de MHA. Foi aguardado a solidificagdo do meio de cultura.

Apods a solidificagdo dos meios de cultura, cilindros de plastico transparente

descartaveis e estéreis (5,57 x 4,82 mm) foram dispostos sobre a superficie do
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agar (Figura 12 F). Foi utilizado uma placa para cada grupo, sendo os cilindros
colocados em ftriplicata (3 cilindros em cada placa). Para os grupos controles dos
adesivos foram adicionados mais 3 sistemas adesivos com a mesma composi¢cao
dos adesivos testados porém sem as substancias antimicrobianas, sendo eles:
Gluma Comfort Bond (Heraeus Kulzer, Hanau, Alemanha) (adesivo sem
glutaraldeido — controle negativo do adesivo Gluma 2Bond); Clearfii SE Bond
(Kuraray Medical Inc., Kurashiki, Japdo) (adesivo sem o monémero MDPB -
controle negativo para o adesivo Clearfil SE Protect) e Peak LC Bond (Ultradent
Products Inc., South Jordan, UT, EUA) (adesivo sem clorexidina — controle
negativo para o adesivo Peak Universal Bond). A composicdo dos adesivos
controles estdao presentes na Tabela 3. Além dos adesivos foram testados mais 4
grupos para controle. Solugao salina 0,89% para o controle negativo; digluconato
de clorexidina 2% e 0,2% e glutaraldeido 5% para os grupos controles positivos
(Tabela 4). Os adesivos foram fotoativados por 10 segundos (Optilux 501,
Demetron/Kerr Corp., Orange, CA, EUA) ou permaneceram nao polimerizados. As
placas foram mantidas por 2 horas a temperatura ambiente para permitir a difusdo
das substancias na superficie do agar.

As placas foram mantidas a 37°C em condi¢gbes gasosas apropriadas: em
estufa de CO, a 37°C por 24 horas. Apés o periodo de incubagao, foram
mensurados os halos das placas com auxilio de um paquimetro digital. A
mensuracdao do halo de inibicdo € rotineiramente usada para determinar a
sensibilidade a agentes antimicrobianos de microrganismos patogénicos

(Napimoga, Oliveira, Reis, Gongalves & Giannini, 2007).
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Apods o crescimento bacteriano os halos foram medidos com o auxilio de um
paquimetro digital (Mitutoyo, Kanagawa, Japao). Ap6s a analise exploratoria e a
constatacao de que os dados ndao atendem as pressuposi¢cdes de uma analise
paramétrica foram aplicados os testes ndao paramétricos de Kruskal Wallis e Dunn

considerando o nivel de significancia de 5%.

Tubo contendo Sml de BHI. Inéculo:

Crescimento bacteriano em placa
contendo FAA + 5% de sangue.

Primeira camada MHA.

0,5 da escala de Mc Farland.

E F

=

/

=

Segunda camada: BHIA (inéculo 2

1%).

Inéculo adicionado ao BHIA (1% de
inéculo microbiano).

Disposigdo dos cilindros e neles os
adesivos/substéncias controles.

Figura 12. Preparo do Halo de Inibicdo para as bactérias facultativas. (A)
Crescimento das espécies bacterianas. (B) Preparo do inéculo. (C) Adicdo do
inéculo ao BHIA (segunda camada). (D) Adicao da primeira camada (MHA) a
placa de petri. (E) Adicdo da segunda camada a placa de petri. (F) Colocacao

(apbs a segunda camada) dos cilindros para posterior adicao dos adesivos.
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Tabela 3. Composi¢cao dos materiais controles.

Material

(classificagao)

Composi¢ao (numero de Lote)

Gluma
Comfort Bond

(convencional®)

Condicionador: acido fosférico 35% (Lote n° 268475C).

Adesivo: etanol, 2-hidroxietii metacrilato, poli (acido
metacrilico-oligo-acrilico), acido 4-metacriloxietiltrimelitico

anidrido. (Lote n° 010205).

Clearfil SE Bond

(autocondicionante)

Primer:  2-hidroxietii metacrilato, 10-metacriloiloxidecil
dihidrogénio fosfato, dimetacrilato hidrofilo alifatico, agua,
aceleradores, corantes (Lote n° 01089A).

Bond: bisfenol A diglicidilmetacrilato, 2-hidroxietil metacrilato,
10-metacriloiloxidecil ~ dihidrogénio fosfato, metacrilato
hidrdfilo alifatico, silica coloidal, canforoquinona, iniciadores

e aceleradores (Lote n° 01628A).

Peak LC Bond

(convencional®)

Condicionador: acido fosférico 35% (Lote n° 268475C).

Adesivo: Etanol, 2-hidroxietil metacrilato, acido metacrilico,

4- etil-dimetilamino benzoato (Lote n° D053).

* Convencional: adesivos utilizados com condicionamento acido separado e

técnica umida.
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Tabela 4. Grupos para o halo de inibigcao.

A Gluma 2Bond (polimerizado) Teste

B Gluma Comfort Bond (polimerizado) Controle negativo do A
C Primer Clearfil SE Protect (polimerizado) Teste

D Clearfil SE Protect (polimerizado) Teste

E Clearfil SE Bond (polimerizado) Controle negativo do D
F Peak Universal Bond (polimerizado) Teste

G Peak LC Bond (polimerizado) Controle negativo do F
H Soro Fisiolégico Controle negativo *

I Digluconato de Clorexidina 2% Controle positivo **

J Digluconato de Clorexidina 0,2% Controle positivo do F
K Glutaraldeido 5% Controle positivo do A
L Gluma 2Bond (n&o polimerizado) Teste

M Primer Clearfil SE Protect (ndo polimerizado) Teste

N Clearfil SE Protect (ndo polimerizado) Teste

O Peak Universal Bond (n&o polimerizado) Teste

* Controle negativo para todos os grupos

** Controle positivo para todos os grupos

4.6. Determinacao da Atividade Bactericida por Contato:

A determinacgao da atividade bactericida por contato foi realizada através da
modificagdo da metodologia de concentragdo bactericida minima. Essa

metodologia foi modificada para todas as amostras bacterianas, ao invés da
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microdiluicdo em caldo, as concentragbes de cada adesivo foram mantidas as
mesmas, visando manter a concentragao ja estipulada por cada fabricante. Foram
utilizados os mesmos controles positivos e negativos do halo de inibicado (Gluma
Comfort Bond (adesivo sem glutaraldeido — controle negativo do adesivo Gluma
2Bond); Clearfil SE Bond (adesivo sem o monémero MDPB — controle negativo
para o adesivo Clearfil SE Protect), Peak LC Bond (adesivo sem clorexidina —
controle negativo para o adesivo Peak Universal Bond, soro fisioldgico para o
controle negativo; digluconato de clorexidina 2% e 0,2% e glutaraldeido 5% para
0s grupos controles positivos). Os organismos facultativos foram subcultivados em
placas de BHIA sangue e incubados por 18 a 24 horas a 37°C em 10% CO,
(estufa de CO,, Jouan, Saint-Herblain, Franga).

Apds crescimento em meio solido, colbnias isoladas foram suspensas em
tubos contendo 5 mL de BHI (Figura 14 A e B). Apds agitacdo mecanica, a
densidade 6ptica foi ajustada em espectrofotdmetro com transmitancia de 530 nm,
até atingir a concentracdo equivalente a 0,5 da escala de Mc Farland (1.5 x 10°
bactéria/mL). Tal concentragcédo de inéculos foi utilizada por promover crescimento

semi-confluente de todos os microrganismos testados (Koo et al., 2000).

Para a avaliagao dos adesivos 30 uL de cada adesivo foi dispensado em
uma matriz cilindrica estéril e polimerizado (Figura 13). Cada cilindro foi colocado
em um dos pogos (placa de 96 pogos) contendo 90 pL do indculo (teste realizado
em triplicata). Para os controles positivos e negativos (soro fisiolégico para o

controle negativo; digluconato de clorexidina 2% e 0,2% e glutaraldeido 5% para
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0s grupos controles positivos) foram dispensados também 30 pL das solucdes
liquidas nos pocos contendo 90 uL do indculo. Trés pocos sem a solucéo dos
adesivos ou substancias controles foram utilizados também como controle positivo
de crescimento, contendo apenas o inéculo (Figura 14C). Os grupos testados
estdo descritos na Tabela 5. A suspensao bacteriana foi utilizada no prazo maximo

de 60 minutos apoés o ajuste da concentragéo.

Apoés o contato da substancia com o in6culo foram retirados 5 yL de cada
poco (todos os grupos) e plaqueados em FAA + sangue (placas de 150 x 20 mm),
nos seguintes tempos: 5 min, 10 min, 30 min, 1 hora e 24 horas (Figura 14 D).
Apo6s 24 horas do foi verificado se houve crescimento bacteriano. Quando houve

crescimento foi considerado nao bactericida.

Figura 13. Preparo dos adesivos para a determinacédo da atividade bactericida

por contato. (A) Colocacao do adesivo em uma tampa de eppendorf estéril. (B)
Polimerizacdo do adesivo. (C) Colocacao das amostras em uma placa de 96

pocos (triplicata).
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Crescimento bacteriano em placa
contendo FAA + 5% de sangue.

24 horas

Facultativos: 5ml de BHI (inéculo: 0,5 da

escala de Mc Farland).

24 horas

Plagueamento de cada pogo por tempo.

Imﬂmonm>\

00000000+
00000000~
00000000«
00000000=
00000000+
00000000~
00000000~
00000000
00000000«
00000000s
00000000
00000000

O Adesivo + inéculo.
O Substéncia controle + inéculo.
O Somente inéculo.

Figura 14. Determinacao da atividade bactericida por contato. (A) Crescimento
das espécies bacterianas facultativas. (B) Preparo do in6culo. (C) Disposi¢cao

dos grupos em triplicata na placa de 96 pocgos. (D) Plagueamento do inéculo por

tempo, sendo os numeros os grupos e as letras as repeticoes.
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Tabela 5. Grupos para a determinacao da atividade bactericida por contato.

A

I O M m OO

K
L

Gluma 2Bond (polimerizado)

Gluma Comfort Bond (polimerizado)
Primer Clearfil SE Protect (polimerizado)
Clearfil SE Protect (polimerizado)
Clearfil SE Bond (polimerizado)

Peak Universal Bond (polimerizado)

Peak LC Bond (polimerizado)

Soro fisioldgico

Digluconato de Clorexidina 2%

Digluconato de Clorexidina 0,2%

Glutaraldeido 5%

Inéculo

Teste

Controle negativo do A
Teste

Teste

Controle negativo do D
Teste

Controle negativo do F
Controle negativo*
Controle positivo**
Controle positivo do F
Controle positivo do A

Controle negativo*®

* Controle negativo para todos os grupos

** Controle positivo para todos os grupos
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5. RESULTADOS:

5.1. Resisténcia de uniao:

Os resultados estao descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Meédia (desvio padrao) em funcdo do adesivo e tempo de

armazenamento (em MPa).

Adesivo Tempo de armazenamento

24 horas 1 ano
Gluma 2Bond 43,1 (13,3) Aab 40,6 (10,8) Aab
Clearfil SE Protect 34,8 (11,5) Ab 37,9 (12,2) Ab
Peak Universal Bond 50,1 (10,6) Aa 49,8 (10,5) Aa

Médias seguidas de letras distintas (maiusculas na horizontal e minusculas na

vertical) diferem entre si (p<0,05).

Houve diferenca significativa somente para o fator “adesivo” (p=0,0019).
Nao houve diferenca estatistica significante entre os tempos de armazenamento
(p=0,9715) e a interacao dos dois fatores (p=0,7505).

O Clearfil SE Protect apresentou o menor valor de resisténcia de unido, em
ambos os tempos de armazenamento, sem diferenca estatistica quando
comparado ao adesivo Gluma 2Bond. Esse adesivo e o Peak Universal Bond

também nao apresentaram diferenca estatistica entre si. O armazenamento dos
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espécimes por 1 ano nao reduziu significantemente a resisténcia de unido a

dentina para nenhum dos adesivos testados.

5.2. Analise do Padrao de Fratura:
ApoOs avaliagdo dos stubs metalicos em Microscopia Eletronica de

Varredura os seguintes resultados (Figura 15) foram obtidos:

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Gluma Gluma Clearfil SE  Clearfil SE Peak Peak
2Bond 2Bond 1 Protect Protect1  Universal Universal
imediato ano imediato ano Bond Bond 1 ano

imediato

H Tipo VII: falha coesiva na dentina
“ Tipo VI: falha coesiva na camada hibrida
Tipo V: falha coesiva no sistema adesivo
 Tipo IV: falha mista
“ Tipo III: falha adesiva entre a superficie dentinaria e o agente de unido
& Tipo II: falha adesiva entre a resina composta e o agente de unido

E Tipo I: falha coesiva na resina composta

Figura 15. Grafico de barras para o estudo do padrao de fratura dos adesivos, de

acordo com o tempo de armazenamento.
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O adesivo Gluma 2Bond (imediato) apresentou falha coesiva na resina
composta (38%), falha coesiva na camada hibrida (35%) e falha mista (25%).
Apdés armazenamento de um ano aumentaram-se as falhas adesivas entre a
resina composta e o agente de unido (totalizando 28%), e entre a superficie
dentinaria e o agente de uniao (totalizando 24%).

Para o Clearfil SE Protect (imediato) houve uma predominancia da falha
adesiva entre a superficie dentinaria e o agente de unido (60%), seguidas da falha
mista (25%), da falha adesiva entre a resina composta e o agente de uniao (7%), e
da falha coesiva nos sistema adesivo (7%). Apés um ano de armazenamento, as
falhas mistas foram as mais predominantes (43%), assim como a falha adesiva
entre a superficie dentinaria e o agente de unido (22%). Houve um aumento
significativo de falhas na resina composta.

O adesivo Peak Universal Bond (imediato) teve predominantemente falhas
mistas (30%) e falhas coesivas na resina composta (47%). Apés um ano de
armazenamento, essas mesmas falhas continuaram predominantes (32% e 46%
respectivamente) e houve um aumento da falha adesiva entre a superficie
dentinaria e o agente de uniao.

Exemplos dos tipos de falhas mais encontrados para cada adesivo sao

apresentados a seguir (Figuras 16 a 21):
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Figura 16. Padrao de fratura predominante para o adesivo Gluma 2Bond apoés
24 horas de armazenamento. (A) Padrao de fratura do tipo | (coesiva em
resina) em um aumento de 400x. (B) Regiao selecionada da imagem A em
maior aumento (observa-se a presenca de resina composta e suas particulas
de carga). (C) Padrao de fratura do tipo VI (coesiva na camada hibrida) em um
aumento de 400x. (D) Regidao selecionada da imagem C em maior aumento

(observa-se a presenca dos tags resinosos no interior dos tubulos dentinarios).
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Figura 17. Padrao de fratura predominante para o adesivo Gluma 2Bond apoés 1
ano de armazenamento. (A) Padrao de fratura do tipo Il (adesiva entre a resina
composta e o agente de unido) em um aumento de 400x. (B) Regiao
selecionada da imagem A em maior aumento (observa-se a presenca do
agente de unido cobrindo os tubulos dentinarios, assim como as ranhuras
provocadas pela lixa de SiC # 600). (C) Padrao de fratura do tipo Ill (adesiva
entre a superficie dentinaria e o agente de uniao) em um aumento de 400x. (D)
Regidao selecionada da imagem C em maior aumento (observa-se a presenca
da embocadura dos tubulos dentinarios e as ranhuras provocadas pela lixa de
SiC # 600).
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Figura 18. Padréao de fratura predominante para o adesivo Clearfil SE Protect
apo6s 24 horas de armazenamento. (A) Padrao de fratura do tipo Il (adesiva
entre o agente de unido e o substrato dentinario) em um aumento de 400x. (B)
Regido selecionada da imagem A em maior aumento (observa-se a presenca
da embocadura dos tubulos dentinarios e as ranhuras provocadas pela lixa de
SIC # 600). (C) Padrao de fratura do tipo IV (mista) em um aumento de 400x.
(D) Regiao selecionada da imagem C em maior aumento (observa-se a
presenca de falha coesiva em resina (r), caracterizada pela presenca de resina
e falha adesiva entre o substrato dentinario e o agente de unido (d),
caracterizada pela presenca da embocadura dos tubulos dentinarios e as

ranhuras provocadas pela lixa de SIC # 600).

41



A/ ,
(/%mf/ S Btat — T

=]

CLEARFILA

CLEARFILA

Figura 19. Padrao de fratura predominantes (posteriores ao tipo lll e tipo V)
para o adesivo Clearfil SE Protect apés 1 ano de armazenamento. (A) Padrao
de fratura do tipo | (coesiva em resina) em um aumento de 400x. (B) Regiao
selecionada da imagem A em maior aumento (observa-se a presenca de resina
composta e suas particulas de carga). (C) Padrao de fratura do tipo V (coesiva
no sistema adesivo) em um aumento de 400x. (D) Regido selecionada da
imagem C em maior aumento (observa-se a delaminacdo da camada do

sistema adesivo).
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Figura 20. Padrao de fratura predominante para o adesivo Peak Universal Bond
apo6s 24 horas de armazenamento. (A) Padrao de fratura do tipo | (coesiva em
resina) em um aumento de 400x. (B) Regiao selecionada da imagem A em
maior aumento (observa-se a presenca de resina composta e suas particulas
de carga). (C) Padrao de fratura do tipo IV (mista) em um aumento de 400x
(observa-se a presenca de resina composta (r), sistema adesivo (a) e dentina
(d) com os tubulos dentinarios obliterados). (D) Regiao selecionada da imagem

C em maior aumento.
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Figura 21. Padrao de fratura predominante (posteriores ao tipo | e tipo 1V) para
o adesivo Peak Universal Bond apés 1 ano de armazenamento. (A) Padrao de
fratura do tipo Il (adesiva entre a superficie dentinaria e o agente de uniao) em
um aumento de 400x. (B) Regiao selecionada da imagem A em maior aumento
(observa-se a presenca da embocadura dos tubulos dentinarios e as ranhuras
provocadas pela lixa de SiC # 600). (C) Padrao de fratura do tipo VIl (coesiva
na dentina) em um aumento de 400x. (D) Regido selecionada da imagem C em

maior aumento (observa-se a presenca de dentina fraturada de modo irregular).
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5.3. Analise da Area de Unido Dentina-Sistema Adesivo:
Apoés a analise da interface dentina-sistema adesivo em Microscopia eletrénica de

Varredura, as seguintes imagens foram obtidas:

N -~
Glana 2Bond

Figura 22. Interface adesiva para o adesivo Gluma 2Bond. (A) Aumento de
500x (RC: resina composta, CA: camada de adesivo, CH: camada hibrida, TR:
tag de resina, DE: dentina). (B) Aumento de 1000x.

Figura 23. Interface adesiva para o adesivo Clearfil SE Protect. (A) Aumento de

500x (RC: resina composta, CA: camada de adesivo, CH: camada hibrida, TR:
tag de resina, DE: dentina). (B) Aumento de 1000x.
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Figura 24. Interface adesiva para o adesivo Peak Universal Bond. (A) Aumento
de 500x (RC: resina composta, CA: camada de adesivo, CH: camada hibrida,
TR: tag de resina, DE: dentina). (B) Aumento de 1000x.

As Figuras 22 a 24 sao representativas das areas de unido dentina-adesivo-
resina composta para os trés adesivos. E possivel verificar a presenca de camada
hibrida e tags de resina para todos os adesivos. O Clearfil SE Protect apresentou
camada hibrida mais fina com curtos tags de resina (Figura 23), quando comparado ao
Gluma 2Bond (Figura 22) e o Peak Universal Bond (Figura 24), que sao adesivos
convencionais (condicionamento com acido fosférico). O Peak Universal Bond
apresentou maior quantidade de tags de resina, assim como camada hibrida mais

espessa.
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5.4. Halo de Inibigao:

Os valores obtidos estao apresentados na Tabela 7 (em mm) e as imagens dos

halos nas Figuras 25 a 28.

Tabela 7. Mediana (valor minimo e maximo) do halo de inibicdo em fungdo do

tratamento e da bactéria.

Grupo Bactéria
Enterococcus Lactobacillus Staphylococcus Streptococcus
faecalis casei aureus mutans
Gluma 2Bond 0.00 0.00 0.00 0.00
(0.00;0.00)Ab (0.00;0.00)Ab (0.00;0.00)Ab (0.00;0.00)Ab
Gluma 2Bond 0.00 0.00 0.00 0.00

Gluma Confort Bond
Primer Clearfil SE Protect
Primer Clearfil SE Protect
Clearfil SE Protect
Clearfil SE Protect
Clearfil SE Bond

Peak Universal Bond
Peak Universal Bond
Peak LC Bond

Soro Fisiolégico
Clorexidina 2%
Clorexidina 0,2%

Glutaraldeido 5%

(0.00;0.00)Ab
0.00
(0.00;0.00)Ab
5.46

(5.17; 5.78) Aab
5.87
(5.83:6.09)Aab
2.78
(1.53;3.43)ABab
1.95
(1.91:4.47)Aab
2.08
(1.90;2.16)Bab
0.00
(0.00;0.00)Ab
0.94
(0.68;1.21)Aab
0.00
(0.00;0.00)Ab
0.00
(0.00;0.00)Ab
7.02
(6.79:7.55)ABab
5.34
(4.59;5.36)Bab
8.01
(7.51;8.30)Ba

(0.00;0.00)Ab
0.00
(0.00;0.00)Ab
5.26

(4.71; 5.80) Aab
7.12
(6.71;7.38)Aab
5.24
(4.85:6.33)ABab
2.05
(1.88;2.46)Aab
3.68
(3.29;3.83)ABab
1.23
(1.15;1.28)Aab
0.57
(0.34;0.90)Aab
0.00
(0.00;0.00)Ab
0.00
(0.00;0.00)Ab
14.90
(14.39;15.33)Aa
12.51
(12.02;15.07)Aa
9.61
(8.07;10.27)ABab

(0.00;0.00)Ab
0.00
(0.00;0.00)Ab
5.74
(5.59:6.67)Aab
6.40
(5.71:6.87)Aab
5.55
(5.33;5.80)Aab
5.35
(4.43:5.48)Aab
5.66
(5.56:6.83)Aab
0.00
(0.00;0.00)Ab
0.69
(0.51;0.75)Aab
0.00
(0.00;0.00)Ab
0.00
(0.00;0.00)Ab
8.69
(8.04;8.95)ABab
6.93
(6.74;7.04)ABab
13.71
(13.54;14.88)Aa

(0.00;0.00)Ab
0.00
(0.00;0.00)Ab
4.21
(3.84:4.44)Aab
5.73
(4.90;5.82)Aab
1.24
(0.00;2.12)Bab
2.01
(1.71;2.17)Aab
3.21
(3.16;3.56)ABab
1.68
(1.43;2.02)Aab
0.88
(0.64;1.09)Aab
0.00
(0.00;0.00)Ab
0.00
(0.00;0.00)Ab
6.42
(6.34;6.45)Bab
5.68
(4.72;5.68)ABab
10.08
(10.02;10.26)ABa

Medianas seguidas de letras distintas (maiusculas na horizontal e minusculas na vertical)

diferem entre si (p<0.05)
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O adesivo Gluma 2Bond ndo apresentou halo de inibicdo, tanto
polimerizado como nao polimerizado, para as quatro bactérias facultativas. O seu
grupo controle (Gluma Confort Bond) também nao apresentou halo de inibi¢do. Ja
o glutaraldeido 5% apresentou halo de inibicdo para as quatro bactérias
facultativas e foi estatisticamente diferente dos adesivos Peak LC Bond, Gluma
2Bond e Comfort Bond, exceto para a bactéria Lactobacillus casei. Nao houve
diferenca estatistica entre o Gluma 2Bond polimerizado, ndao polimerizado e o seu
controle negativo. Entre as bactérias, para esses grupos, também ndo ha
diferenca estatistica.

O Clearfil SE Protect apresentou halos de inibicdo tanto polimerizado
quanto nao polimerizado. O primer do Clearfil SE Protect quando isolado também
apresentou halos, polimerizado ou ndo. O seu grupo controle (Clearfil SE Bond)
também apresentou halos de inibicdo. Ndo foram obtidas diferencas estatisticas
entre esses 5 grupos, e também, quando comparados a clorexidina 2%.

O Peak Universal Bond polimerizado apresentou halo de inibicdo
somente para as bactérias Lactobacillus casei e Streptococcus mutans. Quando
nao polimerizado, apresentou halo para todas as bactérias facultativas. O seu
grupo controle (Peak LC Bond) nédo apresentou halo de inibicdo e a clorexidina
0,2% apresentou halo para todas as bactérias facultativas. Nao houve diferenca
estatistica entre o Peak Universal Bond polimerizado, ndo polimerizado e o Peak
LC Bond. Nao obtendo diferenca estatistica também quando comparados a

clorexidina 0,2%, exceto o Peak LC Bond para o Lactobacillus casei.

48



O soro fisioldgico, como ja esperado, ndo presentou halo de inibi¢gdo. Ja
a clorexidina, nas duas concentracdes, apresentou halo para todas as bactérias
facultativas.

Dentre os adesivos que apresentaram halo de inibigdo, os grupos Primer do
Clearfil SE Protect polimerizado, Primer do Clearfil SE Protect ndo polimerizado,
Clearfil SE Protect ndo polimerizado, Peak Universal Bond polimerizado, Peak
Universal Bond n&o polimerizado e Peak LC Bond polimerizado, n&o
apresentaram diferenga estatistica entre as bactérias. Para o Clearfil SE Protect
polimerizado, o microorganismo Streptococcus mutans apresentou menor valor de
halo de inibicdo que o Staphylococus aureus. O Clearfil SE Bond polimerizado
apresentou menor valor para o Enterococcus faecalis quando comparado ao
Staphylococus aureus.

Para os grupos controles positivos, o digluconato de clorexidina 2%
apresentou menor valor para o Streptococcus mutans quando comparado ao
microorganismo Lactobacillus casei. O digluconato de clorexidina 0,2% e o
glutaraldeido apresentaram menor valor de halo de inibigdo para a bactéria
Enterococcus faecalis quando comparado ao Lactobacillus casei e Staphylococus
aureus, respectivamente.

Para os microorganismos Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus,
o glutaraldeido resultou em maior halo de inibicdo apenas comparado com o
adesivo Peak Universal Bond e o Peak LC Bond polimerizados. Para os adesivos
Gluma 2Bond, Clearfil SE Protect e Peak Universal Bond ndo houve diferenca

estatistica quando polimerizados ou nao.
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Figura 25. Halo de inibicao para a bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 25923). (A) Gluma 2Bond. (B) Gluma
Comfort Bond. (C) Primer do Clearfil SE Protect. (D) Clearfil SE Protect. (E) Clearfili SE Bond. (F) Peak
Universal Bond. (G) Peak LC Bond. (H) Soro fisiolégico. (I) Digluconato de Clorexidina 2%. (J) Digluconato de
Clorexidina 0,2%. (K) Glutaraldeido 5%. (L) Gluma 2Bond nao fotoativado. (M) Primer do Clearfil SE Bond nao

fotoativado. (N) Clearfil SE Bond nao fotoativado. (O) Peak Universal Bond n&o fotoativado.
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Figura 26. Halo de inibicdo para a bactéria Enterococcus faecalis (ATCC 29212). (A) Gluma 2Bond. (B) Gluma
Comfort Bond. (C) Primer do Clearfil SE Protect. (D) Clearfil SE Protect. (E) Clearfil SE Bond. (F) Peak Universal
Bond. (G) Peak LC Bond. (H) Soro fisiolégico. (I) Digluconato de Clorexidina 2%. (J) Digluconato de Clorexidina
0,2%. (K) Glutaraldeido 5%. (L) Gluma 2Bond nao fotoativado. (M) Primer do Clearfil SE Bond nao fotoativado.

(N) Clearfil SE Bond nao fotoativado. (O) Peak Universal Bond nao fotoativado.
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Figura 27. Halo de inibicdo para a bactéria Streptococcus mutans (ATCC 25175). (A) Gluma 2Bond. (B) Gluma
Comfort Bond. (C) Primer do Clearfil SE Protect. (D) Clearfil SE Protect. (E) Clearfil SE Bond. (F) Peak Universal
Bond. (G) Peak LC Bond. (H) Soro fisiolégico. (I) Digluconato de Clorexidina 2%. (J) Digluconato de Clorexidina
0,2%. (K) Glutaraldeido 5%. (L) Gluma 2Bond nao fotoativado. (M) Primer do Clearfil SE Bond nao fotoativado. (N)
Clearfil SE Bond nao fotoativado. (O) Peak Universal Bond nao fotoativado.
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Figura 28. Halo de inibicdo para a bactéria Lactobacillus casei (ATCC L324M). (A) Gluma 2Bond. (B) Gluma
Comfort Bond. (C) Primer do Clearfil SE Protect. (D) Clearfil SE Protect. (E) Clearfil SE Bond. (F) Peak Universal
Bond. (G) Peak LC Bond. (H) Soro fisiolégico. (I) Digluconato de Clorexidina 2%. (J) Digluconato de Clorexidina

0,2%. (K) Glutaraldeido 5%. (L) Gluma 2Bond nao fotoativado. (M) Primer do Clearfil SE Bond nao fotoativado. (N)

Clearfil SE Bond nao fotoativado. (O) Peak Universal Bond nao fotoativado.
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5.5. Determinacao da Atividade Bactericida por Contato:

Para a determinacao da atividade bactericida por contato foi verificado o
crescimento bacteriano ou ndo. Quando nao houve crescimento bacteriano (+) o
adesivo foi considerado bactericida. Os resultados estao descritos nas Tabelas 8 a

11.

Tabela 8. Atividade bactericida para Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

5 min 10 min 30 min 1 hora 24 horas
Gluma 2Bond - - - _ ¥
Gluma Comfort Bond - - - - +
Primer Clearfil SE Protect - - + + +
Clearfil SE Protect - - - - +
Clearfil SE Bond - - - - -
Peak Universal Bond - - - - -
Peak LC Bond - - - - -
Soro Fisiologico - - - - -
Clorexidina 2% + + + + +
Clorexidina 0,2% + + + + +
Glutaraldeido 5% + + + + +

In6culo - - - - -

Para o Staphylococcus aureus apenas os adesivos Gluma 2Bond, Gluma
Comfort Bond e o Clearfil SE Protect foram bactericidas ap6s 24 horas. O primer
do Clearfil SE Protect foi bactericida apés 30 min, 1 hora e 24 horas. As solugdes
de clorexidina e glutaraldeido inibiram o crescimento bacteriano em todos os

tempos estudados e para todas as bactérias utilizadas.

54



Tabela 9. Atividade bactericida para Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

5 min 10 min 30 min 1 hora 24 horas
Gluma 2Bond - - - - +
Gluma Comfort Bond - - - - +
Primer Clearfil SE Protect - - + + +
Clearfil SE Protect - - - - -
Clearfil SE Bond - - - - -
Peak Universal Bond - - - - -
Peak LC Bond - - - - -
Soro Fisioldgico - - - - -
Clorexidina 2% + + + + +
Clorexidina 0,2% + + + + +
Glutaraldeido 5% + + + + +

Inéculo - - - - -

Para o Enterococcus faecalis o Gluma 2Bond e o Gluma Comfort Bond
foram bactericida apds 24 horas e o primer do Clearfil SE Protect foi bactericida

apo6s 30 min, 1 hora e 24 horas de contato com o indculo.

Tabela 10. Atividade bactericida para Lactobacillus casei (ATCC L324M).

5 min 10 min 30 min 1 hora 24 horas
Gluma 2Bond - - - - +
Gluma Comfort Bond - - - - +
Primer Clearfil SE Protect - - - + +
Clearfil SE Protect - - - - +
Clearfil SE Bond - - - - -
Peak Universal Bond - - - - -
Peak LC Bond - - - - -
Soro Fisioldgico - - - - -
Clorexidina 2% + + + + +
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Clorexidina 0,2% + + + + +
Glutaraldeido 5% + + + + +

Inéculo - - - - -

Para o Lactobacillus casei o Gluma 2Bond e o Gluma Comfort Bond
também foram bactericidas apds 24 horas. O primer do Clearfil SE Protect foi
bactericida somente apés 1 hora e 24 horas de contato, e o Clearfil SE Protect foi

bactericida apds 24 horas.

Tabela 11. Atividade bactericida para Streptococcus mutans (ATCC 25175).

5 min 10 min 30 min 1 hora 24 horas
Gluma 2Bond - - - - +
Gluma Comfort Bond - - - - +
Primer Clearfil SE Protect - - + + +
Clearfil SE Protect - - + + +
Clearfil SE Bond - - - - -
Peak Universal Bond - - - - -
Peak LC Bond - - - - -
Soro Fisioldgico - - - - -
Clorexidina 2% + + + + +
Clorexidina 0,2% + + + + +
Glutaraldeido 5% + + + + +

Inéculo - - - - -

Para o Streptococcus mutans o Gluma 2Bond e o Gluma Comfort Bond
também foram bactericidas apds 24 horas de contato com o indculo. O primer do
Clearfil SE Protect e o Clearfil SE Protect foram bactericidas apés 30 min, 1 hora e

24 horas de contato com o in6culo.
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Figura 29. Verificagao visual do crescimento bacteriano apés 24 horas do

plagueamento no in6culo (de acordo com o tempo de contato do in6culo com a
substancia testada). (A) Crescimento bacteriano para todos os tempos,
indicando que a substancia nao foi bactericida para nenhum dos tempos

testados. (B) Sem crescimento bacteriano, indicando que a substancia foi

bactericida.
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6. DISCUSSAOQ

A carie recorrente é uma das principais causas de insucesso das restauragdes. Os
subprodutos acidos bacterianos podem infiltrar ndo somente na area de unido ou
gap, mas também nos tecidos dentais adjacentes a restauracdo, criando uma
zona marginal desmineralizada, e assim, facilitando a formacao do processo
carioso (Fontana & Gonzales-Cabezas , 2000; Kidd et al.,1992; Kidd, 2001; Li et
al., 2010). A incorporacao de agentes antimicrobianos nos sistemas adesivos tem
sido descrita como benéfica aos procedimentos restauradores (Shinohara et al.,
2006; Carrilho et al.,, 2007). A presenca desses agentes antimicrobianos na
formulacao dos sistemas adesivos pode ser uma alternativa para a prevencao da
carie recorrente, pois impede a colonizacao e o crescimento bacteriano, assim
como a producao dos acidos causadores da desmineralizacao dental. Esse estudo
avaliou adesivos comerciais que contem agentes antibacterianos, analisando a
resisténcia e morfologia da unido a dentina e a atividade antimicrobiana desses
materiais odontolégicos.

No ensaio de microtracdao, o tempo de armazenamento por um ano em
saliva artificial ndo reduziu a resisténcia de unido a dentina, portanto sem
diferenca estatistica quando se comparou os valores meédios obtidos pelos
adesivos logo apds a confecgcao das “restauracdes” e os valores apdés um ano. Os
adesivos Peak Universal Bond e o Gluma 2Bond nao apresentaram diferenga
estatisticas entre si e o Peak Universal Bond teve uma maior resisténcia de uniao

comparado ao Clearfil SE Protect. Os adesivos autocondicionantes tendem a ter
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um valor de resisténcia de unido mais baixo comparado aos adesivos
convencionais, uma vez que o condicionamento com acido fosférico promove uma
maior desmineralizagdo comparado aos mondmeros acidos presentes nos
adesivos autocondicionantes. O condicionamento acido remove completamente a
lama dentinaria e os smear plugs, expondo as fibrilas colagenas, que depois
entram em contato com os mondmeros adesivos pela infiltragdo do agente de
unido na dentina desmineralizada. Para os adesivos autocondicionantes, o primer
pode remover totalmente ou apenas modificar a lama dentinaria, com formagao de
uma fina camada hibrida pela parcial desmineralizacdo da superficie da dentina e
infiltracdo monomérica, especialmente para os adesivos autocondicionantes com
pH proximo de 2 (Reis et al., 2005). Outros estudos também demonstraram
valores de resisténcia de unido inferiores para o Clearfil SE Protect, quando
comparado com sistemas adesivos convencionais (Shinohara et al., 2009; Sarr et
al., 2010; Reis et al., 2010).

Até vinte anos atras, era comum a reducdo da resisténcia de unido em
curto periodo de tempo para os adesivos utilizados naquela época. Daquele tempo
até os dias atuais, muita coisa mudou na composicdo e nas técnicas dos
procedimentos adesivos, sendo esses materiais intensamente utilizados em
Dentistica Operatdria, Protese e Odontopediatria. Este estudo mostrou que as
médias de resisténcia de unido a dentina dos adesivos estudados nao tiveram
reducdo apos 1 ano. Nao se sabe até que ponto os agentes antimicrobianos
podem interferir neste processo, entretanto seus efeitos separadamente tem se

mostrado promissores. Carrilho et al. (2007) mostrou que a aplicagdo de
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clorexidina (neste estudo presente na formulagdo do adesivo Peak Universal
Bond) preserva a resisténcia de unido e as propriedades morfoldgicas da dentina,
evitando a degradagao precoce da camada hibrida. O adesivo Peak Universal
Bond testado apresenta 0,2% de clorexidina numa solucdo alcodlica que contém
2-hidroxietil metacrilato e acido metacrilico.

Segundo Stawarczyk et al. (2011), o Gluma Desensitizer, que também
contém glutaraldeido em sua composigao, reduz a permeabilidade dentinaria e ao
mesmo tempo desinfeta a dentina. A aplicacdo do Gluma Desensitizer na dentina
condicionada com &cido fosforico tem melhorado a eficacia dos agentes de unido
de acordo com Ritter et al. (2001). Os autores relataram que o aumento na
resisténcia de unido poderia estar relacionada as ligagbes covalentes cruzadas
entre o colageno e o glutaraldeido. O bom resultado obtido com o adesivo Gluma
2Bond pode estar relacionado com sua composicdo, que apresenta o
glutaraldeido numa solugéo alcodlica e um monémero adesivo funcional 4-META,
o0 qual estabelece unido quimica com o calcio da dentina (Nakabayashi et al.,
1992, Van Landuyt et al., 2007). Assim, & possivel estabelecer unido as duas
partes constituintes da dentina, organica e mineral.

As ligagdes covalentes com o colageno tipo | ocorrem por eliminagédo dos
grupos amino da lisina e hidroxilisina residuais das diferentes cadeias
polipepitidicas do colageno por ligagdes cruzadas monomeéricas ou oligomeéricas.
Tem sido demonstrado também que a aplicagdo de agentes de ligagbes cruzadas

exdgenos ajuda a modificar a estrutura das fibrilas colagenas, e melhora a
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resisténcia a degradagado, assim como a sua estabilizagdo fisico-quimica. O
glutaraldeido é considerado um agente de ligacao cruzada (Fang et al., 2012).

Segundo Pashley et al. (2011), a adigdo do monédmero MDPB ao sistema
adesivo promove também atividade terapéutica, eliminando as bactérias residuais
na dentina infectada pela carie, e tem a propriedade de inibir metoloproteinases
(MMPs) endbégenas que foram ativadas pelo processo carioso ou expostas e
ativadas pelo sistema autocondicionante. Em seu estudo, Donmez et al. (2005)
obtiveram resultados semelhantes em relacao ao Clearfil SE Protect, ndo obtendo
diferenca estatistica quando armazenado por 1 ano (in vitro e in vivo). A inibigdo
das MMPs pode promover uma manutencao dos valores de resisténcia de uniao, e
segundo Liu et al. (2011), o monédmero MDPB pode apresentar varios graus de
atividade anti-MMPs. Esse mondémero juntamente com o 10-MDP, sdo os
mondmeros funcionais deste adesivo.

Ao se analisar a interface de unido dentina-sistema adesivo, o Clearfil SE
Protect, que apresentou menor resisténcia de unido, também formou a camada
hibrida mais fina entre os adesivos testados. J& o Peak Universal Bond
apresentou a camada hibrida mais espessa, com grande quantidade de tags no
interior dos tubulos dentinarios resinosos. Alguns fatores colaboram para os
resultados de resisténcia de unido, principalmente a dentina, entre eles: tipos de
adesivos, solventes organicos, variagao da técnica de aplicagdo, condigdes do
substrato e a qualidade da hibridizagao, dada pela caracteristica de infiltragcdo do

adesivo, reagao quimica com elementos da dentina e o grau de polimerizagao do
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adesivo. A retencdo resultante do polimero adesivo na dentina € a responsavel
pela resisténcia de uniao (Albaladejo et al., 2010).

Essa diferenca da espessura da camada hibrida tem sido relatada
(Albaladejo et al., 2010, Arrais & Giannini, 2002), sendo que os adesivos
autocondicionantes apresentaram menor espessura da camada hibrida em
relacdo aos sistemas adesivos convencionais. Os diferentes mecanismos de
hibridizacdo sdo os responsaveis por essa diferenca. O mondmeros acidos dos
sistemas adesivos autocondicionantes induzem a formagdo do complexo
hibridizado, que é compreendido por uma zona superficial constituida pela
hibridizagdo da lama dentinaria e, abaixo, pela verdadeira camada hibrida. Ja nos
sistemas adesivos convencionais, o uso do acido fosférico por 15 segundos
remove a lama dentinaria e desmineraliza a dentina numa profundidade de ate 10
micrometros. Nesta técnica, o passo seguinte € a aplicagdo de um primer e um
agente adesivo mais hidréfobo, gerando uma dentina infiltrada pelos monémeros
adesivos (Albaladejo et al., 2010).

Em relagdo ao padrdo de fratura, o adesivo Gluma 2Bond apresentou
predominancia de fratura do tipo | e do tipo VI em 24 horas de armazenamento e
tipo I, Il e lll quando armazenado por 1 ano. O Gluma 2Bond foi o adesivo que
apresentou uma maior quantidade de padrdo de fratura do tipo VI. Apesar da
predominancia ter passado do padrao VI para os padrbes Il e lll, ambos séo
padrdes localizados na interface adesiva (entre dentina, sistema adesivo e resina).

Foi observado a reducédo da falha coesiva em resina apés 1 ano. Esse adesivo,
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que é utilizado com condicionamento acido, resultou num complexo e variado
modo de fratura.

O adesivo Clearfil SE Protect apresentou predominancia de falhas do tipo Ili
e tipo IV apds 24 horas de armazenamento. Ambas as falhas se mantiveram
predominantes apos 1 ano de armazenamento. Porém, a falha do tipo | que antes
nao foi detectada, ap6s 1 ano esta presente. A grande quantidade de falhas do
tipo Il indica que a regidao mais fraca da interface resina-dentina foi justamente na
area de unido, visto a baixa interagdao adesivo-dentina observada nas imagens de
MEV. Esse resultado também complementa aquele encontrado na resisténcia de
unido, em que o Clearfil SE Protect apresentou menor resisténcia de unido
comparado aos outros dois sistemas adesivos. Concordando com este estudo,
Sarr et al. (2010) e Donmez et al. (2005) também encontraram uma predominancia
de falhas na interface adesiva e falhas mistas para o adesivo Clearfil SE Protect.

O adesivo Peak Universal Bond apresentou predominancia de falhas do
tipo | e do tipo IV apdés 24 horas de armazenamento. Ambas as falhas se
mantiveram predominantes apés 1 ano de armazenamento. Porém, houve um
pequeno aumento da falha na unido dentina-adesivo (tipo Ill). Esse adesivo foi o
que apresentou uma maior quantidade de falha coesiva em dentina (tipo VII). A
falha do tipo | estava constantemente presente na falha mista. Esse adesivo
também nao apresentou ampla variagao do padrao de fratura.

O adesivo Gluma 2Bond n&o apresentou halo de inibicdo para as bactérias
facultativas, tanto polimerizado quanto nao polimerizado. A presenca de halo de

inibicdo pode ser um indicativo de potencial antimicrobiano. Porém, quando n&o
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ha a presenga desse halo, sugere-se que ha falta de difusibilidade do
adesivo/substancia através do meio de cultura. A presenca do halo de inibicao
depende da toxicidade do material utilizado contra a bactéria testada, e da
difusibilidade do material pelo meio de cultura utilizado. Um material que se
difunde mais facilmente provavelmente apresentara maiores halos de inibicao
(Fraga et al., 1996).

Apesar desse adesivo nao apresentar halo de inibicdo para as bactérias
facultativas ele foi bactericida apdés 24 horas de contato com o inéculo, o que
indica um potencial antibacterian<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>